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MTTTEL ZUR THERAPIE VON MENSCHLICHEN ERKRAjsJKUNGEN. AUSGEHEND VON /J-CATENIN, SEtNE 
HERSTELLUNG UND SEINE VERWENDUNG 

Besdureibimg 

Die Erfindung betrifft Mitiel zur Therapie von measchlichen Erkrankungeii auf der Basis 
von Substanzen, die die Interaktion von p-Catenin mit Transkriptioosfaktareii und 
Tumorsuppressor-Genprodukten beeiuflussen. Darunter befinden sich von LEF-1-/TCF-4- 
Transkriptionsfakloren und von p-Catenin abgeleitete P^tide und ahnliche Molddile, 
Sie betrifft ferner ein Verfahren zur Auffindung solcber Substanzen sowie die Anwendung 
des Mittels, bevorzugt fur die Therapie von Tumoren wie KolonkarTinomen und 
Meianomen. 

Anwendungsgebiete der Erfindung sind demzufolge die pbarma^eutische Industrie und die 
Medizin. 

3-Catfioin ist ein zytoplasmischcs Protein mit verschiedcncn Funkdonen in (kr Zelle. Im 
Komplex mit den ZeUadhSsionsmolekflleii der Cadherin-Famiiie steilt p-Catenin die 
Verbindung zum Zytoskelett her (Hiilsken. J, et ai., E-cadherin and APC compete for the 
interaction with bett-catenin and the cytoskeleton. J-Cell-Biol- 127: 2061-9, 1994). 
ZusatzUch ist P-Catenin eine Komponente der Wnt-Signaltransduktion, die in der 
Emhryonalencwicklung eine groBe RoUe spielt. Der Transkriptionsfaktor LEF-1 wurde ais 
Intcraktionspartner von p~Catenin in dicsa^ Signalkaskade indentifiziert (Behrens* J- et al,. 
Functional interaction of beta-catenin with the transcription factor UEF-1. Nature, 382: 
638-42, 1996). Eter Mechanismusi der Signaltransduklion durch p-Catenin und LEF-1 ist 
geklart: Er besteht in dem durch LEF-1 vennittelten Tiansport von p-Catenin in den 
Zellkem. Im Zcllkem reguliert diescr Komplex die Genexprcssion durch die im Komplex 
veranderte, LEF-1 induzierte DNA-Biegung und durch die caiboxy-tenninale 
Transaktivierungsdomane von p-Catenin. Inzwischen wurde gezeigt, dafi auch andere 
Mitglieder der LEF-1 /TCF-Familie von Transkriptionsfaktoren, z,B- TCF-4 diese 
Signaltransduktion vcrmitteln koimen (Korinek, V. ct al.. Constitutive transcriptional 
activation by a beta-cateuin-Tcf complex in APC-/- colon carcinoma. Science, 275: 1784- 
87, 1997). 

Voraussetzung fur diese P-Catenin-abhangige Signaltransduktion ist die Stabilisierung des 
zytoplasmadschen Pools von fireiem^ nicht Cadherin-gebundenem p-Catenin. Dieser Pool 
wird durch die Glykogen-Synthetase-Kinase 3p, durch das Tumorsuppressor-Genprodukt 
APC sowie durch Conductin/Axin negativ reguliert. 
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Fiir Karzinome und Melanome wurde gezeigt, daB MuUbonen im N-Tennmus von 3- 
CateoiB Oder in der p-Catenin-Bindungsdomane von APC diese Regulanoa aufhebcn 
rMorin P J et al., Activatioa of beta-catenin-Tcf signaling in colon cancer by mutations 
in beta'catenin or APC. Science, 275: 1787-90, 1997). Als Konsequenz wird der p- 
Catenin-Pool stabilisiert. In Melanomen fuhrt diese Siabilisienmg zur LEF-1 venmttelten 
Tnmslokation von p-Catenin in den Zdlkera, wShrend in Kolonkardnomen vor allem 
TCF-4 diese Funktion erfiiUt. Die transkriptionelle Alctivitat des Koinplexes in Kardnom- 
Zellinien wurde durch die Aktivienmg eines Repoitergens belegt. Dariiber hinaus konnte 
gezeigt werden, dalJ diese Aktivitat in APC-defizienien Kolonkanrinom-Zellinien nach 
Wiedereinfiihnmg von APC inhibiett wurde. 

APC-Mutationen wurden in der flbeiwiegendcn Metirheit von Kolonkarzinonicn 
identifiziett, wahrend nicht APC-defiaenie Tumore Mutationen im p-Catenin-Gcn 
aufweisen- Das ResuUat dieser Mutationen von APC oder P-Catenin ist die Akiivierung der 
Signaltransdufction durch den p-Catenin-LEF/TCF-Komplex. Es unteretreicht die 
SchliisselrDUe von p-Catemn in der Tumorcnlstehang. Da APC-Mutationen als ein firiihes 
Emgnis in der Enstehung von Kolontumorcn identifiziert wurden, ist die Aktivietung des 
p-Catenin-LEF/TCF-Komplexes wahrscheinlich ein zentraler Schritt in der 
Tumorentstehung. 

Es wurde bereits veKucht. die SchiiisselroUe von P-Catmin in der Tumorentstehung fur die 
Entwicklung von Tumortherapeutika auszunutzen. Nahezu zeitgleich wurden in den USA 
zwei Patentamneldungen vorgenommen. die inzwischen als WOSchriften veroffentUcht 
wurden. In WO 98/41631 (John Hopkins Universitat - B. Vogelstein) wird die 
Beeinflussung von Interaktioneii von p-Catenin, TCF-4 und dem TumorsT^essor-Protein 
APC mit dem Ziel der Verfaindening von Krebsentstehung beanspruclit. Dabei wurde 
gezeigt, daB Produkte von mutierten APC<3enen, die in Kolorektal-Tumoren nachgewiesen 
wurden, die p-Catenin/TCF-t-Transkriptionsaktivierung nicht mehr regulieren k5nnen. 
Wdterhin weisen Koloreklal-Tumore mit intakten APC-Genen Aktivierungsmulationen von 
P-Catenin im N-Terminus auf, was die Funktion der wichtigeo Phospborylierungsoite 
beeinfhiBt. Daraus wird abgeleitet, daB die Regulierung von P-Catenin fur den 
Tumoiroppressorwirkung von APC kritisch ist und daB diese ReguUenmg durch 
Mutationen in APC oder in p-Catenin umgangen werden kann. Der Hauptanspiuch betriffi 
das intronfreie DNA-Molekul, welches fur TCF-4 kodiett. 

WO 98/42296 (Onyx Pharmaceuticals Inc. - Rubinfeld) betrifft Zusammensetzungen und 
Methoden zur Diagnose und zur Bchandlung von Krankheiten, die durch P- 
Catenin/Tianskriptionsfaktor-Interaktionen ausgelSst werden. Der Hauptanspruch betri«t 
das isolierte, stabilisierte P-Catenin und seine Fragmente, solche Fragmentc sind allerdings 
nicht angegeben wordeo. 
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TnmskriptioiisfaktDren als Voraussetzung der Tninslotoition . ^ 

T^ °Z Zellkem ru beeiirflussea. Diese Modulation soU spczifoch sem, d.h. darf 
Komplexes im Zellkero ru '^"^ Conductin odex E-cadheim) nicht 

des p-Catenin beeinflussen. 

D,. Exfedun, wira gemM <^ ^ 0.»^hc sin. 

Vorzugsvariantea, 

. „^ ^ ^ N-.«--te. A„d«»i»- 11-3* vo. «F-1 (Abb.l) fCg^dcr 
Sequenz 

GDPELCATDEMIPFKDEGDPQKEK 

. bestehend aus den N-tennmalen A^xmos^nren 14^27 voD LH^^ 
ELCATDEMIPFKDE 

. beaded .u, dco N-,cnoi,«l=. A.ntoos*»c 7-29 vo. TCF^ (Abb.2) fo.g=nd= 
Sequenz 

GGDDLGANDELISFKDEGEQEEK 

- bestehcnd aus dai N-tenninalen Anunosaureo 10-23 von TCF-4 folgender Sequenz 
DLGANDEUSFKDE 

Bevorzugt sind femer Peptide, in denen die sauren Aminosauren im Abstand von 5 
^trangeordnetL dure, hydrophobe und bas^che A»inos.uren flanlaert smd 

(Abb.2). 
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Diesc Peptide konnen gemaB der Erfinching fiir die Tumortherapie eingesetzt wcrden, 
wofiir zwei prinzipielle Wcge moglich sind. 

a) Verwendung der Peptide als solche 

Ein direkier Einsatz der Peptide fur die Behandlung von Tumoren konimt wegen ihrer 
InstabilitSt gegeniibcr Proteasen iind wegen des Mangels an Membraopenneabilitat im 
allgemeincn nicht in Betracht. Eine Stabilisierung erfolgt durch Kopplung mit einem 
2weiten Pcptid, wofur das sog, AntEnnapedia-Peptid RQDEIWFQNRRMEWEE 
hervorragcnd geeignet ist Dieses Peptid ist in der Lage, bis zu 100 Aminosauren lange 
angekoppelle Peptide durch Zellmembranen in das Zytopiasma und den Zellkem m 
transportiereQ, Die gekoppelten Peptide kdnnen vorteilhaft in der Tumortherapie eingesetzt 
werden. 

b) Verwendung der Peptide mm Dnigdesign (Peptidnmnikry), 

Die erfindungsgemaBen Peptide dienen auch als Gnmdlage zum Design von Substanzen, 
die durch gezielte Modilikation die StabilitSt und Wirksamkeit in der Zelle erfadhcn 
('Peptidomimetics ). Beispielsweise kann das durch Einffihren reaktiver Gruppen^ 
Austausch von Amincsauren oder ExnfiUming nichthydroiysierfoarer pepddahnlicher 
Bindungen erfolgen. 

Durch den Austausch des Kohlenstoffgerustes der Peptide gegen synthetische 
Kohlenstoffgeriiste mit gleicher Anordmung von fnnktioneliea Gnippen kann die Stabilitat 
der Molekule ebenialls erhoht werden (Non-Peptidomimetics), Dieses molekulare Mimikry 
der biologischen Aktivitat der von der miniinalen Bindungsdomane von LEF-l/TCF fiir 
ratmin abgeldteten inhibitorischen Peptide (Abb. 3 und 4) ennoglicht die Produktion 
potenterer Wirkstoffe fiir die Tumortherapie. 

In einem zwetten Schritt zur Realisienmg der Erfindung wtn-den die Regionen von 3- 
Catenin identifiziert, die fiir die spezifischen Bindungen zu LEF-l/TCF-4, APC (20 und 
15 Aminos&uren-Repeats enthaltende Domanen), Conductin und E-Cadherin vernntwortlich 
sind, Es wurde gefunden, daB diese Regionen zum Teil uberlappen und die Annadillo- 
Domanen 3-8 von p-Catenin betreffen (Abb.5 imd 6). Der Kempunkt dieses Schritts 
besteht daiin, dafl Mutationen von P-Catenin erzeugt wurden, welche spezifische 
Interaktionen zu einzeinea Partneni verfaindem. £s handelt sich im einzelnen um folgendc 
Mutationen, bezogen auf die in der Anlage beschriebene Teilsequenz von P-Catenin 
{Tab,l): 
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His 470, Arg 469 Keine Interakdoa mit LEF-l/TCF^ 

Tjp 3g3 Keine Interakdon mit APC 20aa 

Arg 386 Keine Interakdon mit APC 15aa 

Phe 253, Arg 274, Ttp 338 Keine Interakticm mit Conductin 

Damit ist (tie MogUchkdt gegebcn. Peptide und anaioge Molekule zu generiercn, die 
spezifisch die Intewktionen von (J-Catenin mit APC, p-Catenin mit Cooductin oder p- 
Cateoin mit E-Cadhetin hemmen. Diese Molekiile eignen sich ebenso zm Generienmg 
neuer Phannaka, Dazu werden potentielle Kandidaien fur eine caacerostatische 
Wirioamkeit mit p-Catemn und z. B. LEF-1 untcr Bedingungcn in Kontakt gehracht (z.B. 
in einem ELISA), bei denen diese Proteine eine Bindung eingehen. E$ wird dami 
geme&sen, in welchem Mafie diese Bindung diirch die zugesetzte Substanz gehemmt wird. 

Die Wnt-Signaltiansduktion imd ihre Komponenten spielen ebenfaUs eine RoUe bei der 
Entmcklung und Eihaltung von Geweben und Organen, z.B. von bestimmten Regionen des 
GeUms, der Extremitaten, der Nierc sowie der Haut. Die gewebsspezifische Ansschaldmg 
des P'Catenin-Gens in der Maus zeigt, daB p-Catenin fur die Entwicklung der Haut und 
insbesondere der Haaie von Bedeucung ist. Dadurch ei^Heclct sich die Erfindung auch auf 
Verfafaren der F5rdening der Haut- und Haarentwicklung durch erhSbte Expression von p- 
Catenin (oder von stabilerem p-Catenin Das kann man beispielsweise durch Inhibition 
der Interaknon mit APC oder Conductin erreichen. 

So k5nnen erfindungsgemaB spezifische Inhibitoren der p-Catenin /APC- oder der p- 
Cateoin /Conductin-Interaktion genutzt werden, um in Zellen und Geweben erhtifate p- 
CateDin-Konzentiationen zu erreichen* Ebenso ffirdert Conductin, das ein analoges Protein 
zu Axin ist, den Abban von p-Catenin. Inhibitoren der p-Catenin/APC-und p- 
Catentn/Conductin-Interaktion kann eingesetzt werden, um in OrganentwicklungsvorgSnge 
einzugreifcn. Z*B. kSnnte so die Haarentwicklung beim Menschen lokal gefSrdert werden. 

Im Einzdnen wurden folgende Untersuchungen durchgefubrt. 

1 . Charakierisierimg des mjxiiTnalgn BindungsdomMne von LEF/TCF fiir p-Catenin: 

Zur Identifizierung der minimalen Bindungsdomane wurde das 'Hefe-2-Hybrid-System' 
eingesetzt (Abb. I). Die minimale Bindungsdomane konnte auf die N-terminaien 
AminosauTCT 11-27 von LEF-1 begrenzt werden, welches deo Aminosauren 7-29 in TCF-4 
entspricht (Abb,2)- Die Interaktion von N-terminalen LEF-1 Fragmcnten mit p-Catenin 
wurde anhand der Aktivienmg eines lacZ-Repottergens bestimmt (s. AusfUbrungsbeispiel). 
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Im ELISA mil synthedscben Pq>tidea wurde gezeigt, daB eosprechende Peptide (11-34, 14- 
27) die P-Catenin/LEF-I-Komplexbildung speziiisch inhibieren. Anaioges gilt fur die 
TCF4 Peptide 7-29 und 10-23 beziiglich der 3-Cateniii/TCF-4-Komplexbildung (Abb-2). 

Die flir die Inhibition e&seotieUen Anxinosauren wurdeo durch Synthese mutanter Pepride 
identiiiziert (Abb. 2). Fur die Funktion der Peptide isi eine symmetrische Anordnimg von 
sauren Aminosauren (Asparaginsaure und Glutaminsaure) im Abstand von 5 Aminosauten 
flankiert durch hydrophobe Ainiaosauren (Leucin, Isoleucin) und eine basische Aminosaure 
(Lys) wesentlich. Der Austausch von Phenylalanin oder Lysin durch Aianin hebt die 
Inhibition durch das Peprid ebenfalls auf- Die Bedeutung der sauren und aromatischen 
Aminosaurereste wtmde im Kontext des gesamten LEP-1 Molekiils durch einen Kern- 
Transiokationstest (Abb.4) von endogenem p-Catenin und durch einen 
Transaklivierungstest in SSugerzellen bestatigt. 

2) Charakterisiening der InteraktionsdomSne von P-Catenin fiir LEF-1, APC, Conductin 
und E'Cadherin. 

Die Armadillo-Region von P-Catenin wurde von Huber et al. 1997 kristallisiert und durch 
Rantgen-KristaU-Stni k r u ra nal yse charakterisiert. . Eine basische Gnibe konnte identifiziert 
werden, die fiir die InteiakiioQ mit den sauren AminosauFen von LEF-1 (siehe oben) 
verantwortlich sein konnte. Es wurdon deshalb basische (Lys, Arg, His) sowie einige 
aromatische (Tip) Aniinosattren in den Ampadillo-Wiederholungseinheiten 3-9 von p- 
CarCTin mutiert (Abb.5), Es wurde darauf geachtet, daB vor allcm freie Aminos^urereste 
der Helices 3, die die Basis der Grube bilden, sowie einige Aminosaurereste des einen 
Randes (Helix 1) mutiert wurden. Die mutanten P-Catenine warden darauf getestet, ob sie 
noch mit den Interaktionspartnem LEF/TCF, APC, Conductin und E-Cadherin interagiercn 
(Tab,2). Durch dieses Veifahren konnten kritische Aminosaurereste von p-Catenin 
identi&dert werden, die fiir spezifische Interaktionen von Bedeutung sind (Abb.5 und 6), 
Es ist dadurch gelungen, spezifische Regionen von P-Catenin fur die einzelnen 
Interaktionspartner zu idendfizieren (Abb-6), Diese Rcgionen sind fur die Identifizieruog 
von Molekiilen wichtig, welche spezifisch die Interaktion von P-Catenin fur LEF-1, APC, 
Conductin oder E-cadherin beeinflussen. 

Der Befund, daB die Bindungsdomanen von P-Catenin mit LEF-l/TCF, APC, Conductin 
und E-Cadherin partiell uberlappen, ist essenliell fiir die Selektion neuer Ther^peutika. Die 
Selektion wird z.B. folgcndennaBen durchgefiihn: Es werden Substanzbibliotheken darauf 
getestet, ob sie spezifisch die Interaktion von p-Catenin mit LEF-I/TCF, von p Catenin 
mit APC (20 Oder 13 Aminosaure-Repeats), von 0-Catenin mit Conductin oder von B- 
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Caienin mit E-Cadherin beeinflussen. Im weiteren werden Peptide odcr ahnliche 
Oberflachenstnikturen der ArmadiUo-Region 3-8 von p-Catenin generien, die durch 
Mutation von p-Caienin identifiziert wurdcn, imd diese werden anschliefiend auf ihre 
Wirkung auf die Bindung der verschiedenen Interaktionspartuer getestet. 

Die Interaktion mit LEF-l/TCF-4 ist onkogener Natur, d.h. fSrdert potentiell die 
Krebsentstehung, die Interaktionen mit APC, Conductin und E-Cadherin sind poteotieU 
anti-onkogea, d.h. sie inbibieren die Krebsentstebung. Jede neue Substanz, die in den Wnt- 
Signalweg eingreiit, mufi deshalb sorgfiltig auf ihre speziiische Wirkong getestct wexden. 
Die hier vorgestellte CharaJcterisienmg der Bindungsdomane von p-Catenin stellt dafur die 
Gnmdlage dar. Substanzen, die spezifisch die P-Cateain/LEF-l/TCF-4-lnteraktion 
vermindem, sind deshalb potentieUe Anti-Krebs-Tberapeutika. Substanzen, die die 
lotetaktion zu APC, Conductin oder E-Cadherin hemmen, fordem potentiell den Wnt- 
Signalweg und k&nnen zur vcrst&kten Gewebeentwickiung, z,B. zur Fdrdenmg des 
Haarwuchses eingesetzt werden. 

Die Eifindung soil nacbfblgend durch Ausfiihnmgsbeispiele nlher erlSutert werden. 

I . Identifizierung der minima len Bindungsdomane 
von LEF-1 {fir p-Catenin: 

Die Interaktion von Teildomanen von LEF-1 mit p-Catenin wurde im Hefe-2 -Hybrid 
System durch Besdmmung der p-Galaktosidase-Aktivitat nach Angaben de$ Herstellers 
(ClontECh) analysiert (Abb.l). Fur diesen Zweck wurde die fur die N-terminalen 
Teildomanen von LEF-1 kodierende DNA in die Klonietungsstelle des Lex-A DNA- 
Bindungsdomane enthaltendcn Vektors BTM116 inseriert und durch Sequenzierung 
uberpriift Die DNA-Fiagmente von I-EF-1 wurden durch Polymerase-Ketcenreaktion 
(PCX) und Inkubation mit Resnlktionsendonukleasen hergestellt. Die p-Catenin kodierende 
DNA wurde in den Vektor pGAD424 (Clontech) firr die Aktivierungsdomane von GAL^ 
kloniert (Befarens et al. 1996), Fiir den Vergleich der Interaktion der Hybride wurden die 
p-Galaktosidase-Aktivitaten unabhiingiger Experimente gemittelt. 

Die Spezifitat der Interakiion der LEF- 1 -Hybride mit p-Catenin wurde anhand der p- 
GalaktDsidase-AktivitSt von Hefen, die die LEF-Hyhride und die GAL-4 
Aktivierungsdomane ohne P-Catenin hersteUten, kontroUiert (Abb.l). Die Expression der 
LEF-1 Hybride wurde im Immunoblot mit HefezeU-Lysaten durch Antikorper (Oontech) 
gegen die Lex-A-Domane der Hybride koniroiliert. Fiir die Her^teUung der Lysaie wurden 
gleiche Hefemcngen nach Bestimmung der opdschen Dichte der Kulturen eingesetzt, 
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2. Cbarakterisiening der 3-Catenin Bindungsdomane voa LEF-l Lm Test auf den 
Kenitranspart. 

Durch in vitro Mutagcnese der cDNA von LEF-1 wurden PunktmutationeQ in der 
Bindungsdomane von LEF-1 fur p-Catenin eingefiihrt. Die Mutageaese crfolgte mit dem 
"Transformer Site-Directed Mutagenesis Kit" der Finna Clontech nach Angaben des 
Herstellers. Folgende Atninosauren wurden durch Aianin substituiert: Glu 14, Asp 19, Glu 
20, Phe 24. Lys 25, Asp 26 und Glu 27. Die Mutatanten wurtlen durch Sequenzierung 
iiberpruft und in den Veklor pCG-LEF-1 (Behrens et al. 1996) kloniert. Nach Transfiektion 
von MDCK-Zellen mit LEF-1 oder seinen Mutanten, wurde die Translokation van 
endogenem p-Catenin in den Zellkem mit immuncytoiogischen Methoden analysiert. 
Hierfiir wurden je 2,5 x 10^ MDCK-Zellen mit pCG-LEF-1 transfiziert. Die 
Inununodetektion von LEF-1 erfolgte mit Anti LEF-1 Serum aus Kanincfaen und Cy2- 
konjugierten Anti-Kaninchcn Antiktirpem, die Detektion von p-Catenin erfolgte mit 
monoklonaien Antikorpem und Cy3-konjugierten Anti-Maus Antikdrpem (Abb. 4 A). 

3. Chaiakterisienmg und Quantifizienmg inhibitorischer Peptide im FJJSA: 

Fizr die Quantifizierung der Inhibition der LEF-1 /p-Catenin Interakticm durch synthedsche 
Pqatide wurden bcide Proteine in Bakterien rekombinant mit N-terminaien Histidin- 
Sequenzen hergestellt und durch Nickel-Chromazographie gereinigt (Behrens et al. 1996). 
Die Peptide wurden voa der Firma Btosyntan mit dem PSSM-8 Automaten (Shimadzu, 
Japan) unter Verwendung der Fmoc/But-Strategie hergestellt (E. Atherton und R.C. 
Shqjpard. 1989 IRL Press, Oxford: ''Solid phase peptide synthesis - a practical approach"). 
Ca. 50 ng LEF-1 wurde an den N^fen von ELISA-Platten ffit 90 Minuten bei 
RaumtempCTtur adsorbiert. AnschlieBend wurden die N^fe mit 5% Magermilch-Pulver in 
PBS fur 16 Stunden bd 4" C abgedeckt. Aile weiteren Scfaritte exfolgten bei 
Raumtemperatur in PBS mit SO mM Tris HQ (pH 7.5). Nach dem Waschen der Napfe mil 
PBS warden die Peptidverdiinnungen zugegeben. Die Inkubation mit 50-100 ng 3-Catenin 
wurden fur 10 Minuten in Gegenwart von 200 mg/ml BSA durchgefuhrt. Die 
Komplexbildung von LEF-l und p-Catenin wurde durch den Antikorper PA2 gegen den 
Caiboxy-Terminus von P-Catenin nachgewiesen (Hulsken et al. 1994), PA2 wurde fur 10 
Minuten in einer Titerverdiinnung von 1:5000 in 3% Magermilchpulver in PBS zugegeben. 
Nach dem Waschen der Napfe mit PBS erfolgte die Quantifizierung durch Peroxidase 
konjugierte Nachweisaniikorper (1:2500 in 3% Magermilchpulver in PBS, Dianova) und 
den Umsatz von o-Phenylendiamin durch photometrische Messung l>ei 405 nm bestimml. 
Die Peptide wurden in Konzeutrationen von 100 uM bis 0.3 uM eingeseizc. Zur Kontrolle 
der SpczifitSt der Inhibition der Intoaktion von LEF-1 /p-Catenin wurde p Catenin in den 
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Napfen adsorbiert und mit den gleichen Antikorpera in Gegenwart und Abwesenheit der 
Pqmde nachgewiesen (Abb.2 und 3). 

Fiir die Mutaaonsanalyse der Peptide wiirden bei der Synthese die angcgebenen 
Aminosauren durch Alanin ersetzt. Die Quantifizierung der Inhibitioa der Komplexbildung 
von b-Catenin und LEF-1 erfolgtc wie bereits beschrieben (Abb. 2)* 

4) HetsteUung und Testen von Mutanten von p-Catcnin, die die Interaktion zu LEF-1, 
AFC, Conductin oder E-Cadhmn modulierea. 

Die Mutagenese von P-Catenin in den Annadillo-Repeats 3-8 wurde mit dem ''Mutagenese 
Kit" der Firma Clontech nach dem ProtokoH des Herstellers durchgefuhrt und die 
Mutanien durch Sequenziening iiberprOit (Abb, 5). In alien Mutanten wurde die 
urspningliche Aitunosaure durch Alanin substimiert. Fur die Analyse der Interaktionen 
wurde die fOr die Aminosauren Leu218-^Leu781 kodierende cDNA von immanen p-Catenin 
(Annadillo-Rq)eat 3 bis zum C-tenninalen Ende des Proteins) oder seinen Mutanten in den 
Fusionsvektor fut die Akdvierungsdomane von Gal^ (pGAD424, Clontech) kloniert. Die 
cDNA fixr die Bindungsdonianen der Interaktionspartaer wurde in den LexA-Fusionsvektor 
BTM116 kloniol. Hierfur wurde die cDNA von LEF-1 fur die Aminosauren 1-99, von 
Conductin fur die Aminosauren AJa342-Arg465, von humanen APC fur die Aminosauren 
Hisl012-Glul215 (APC 15 Aminosaure-Repeats) und fur die AmiiKJSauren Serl259- 
Aspl400 (APC 20 Anzinosaure-Repeats) und von E-Cadherin fiir die Aminosauren Gto773- 
Asp884 (cytoplasmatische DomSne) mit entsprechenden Pnmern PCR amplifiziert. Die 
Interaktion der Lex-A-Hybride mit P-Catenin und seinen Mutanten wurde anhanrf der p- 
Galaktosidase- Reporterafcdvitat im Hefe 2-Hybrid System (ProtokoU: "Matchmaker", 
(3ontech) quandfineit (Tab.2 und Abb.6). 
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LegendcA zu den Abbildongen und Tabellen: 

Abb.l: 

Idendiizienmg der minijmaleii Bindungsdotnane von LEF-1 fur p-Catenin. 

Die Interakdon von Teilen der Bindungsdomane von LEF-1 mit p-Cateain wurde anhand 
der p-Galaktosidase-Reporteraktivitat im Hefe-2-Hybrid System analysiert. Deletion C- 
tenninaler Aminosauren von LEF-1 bis zum G1ij27 und N-tenninaler Aminosauren bis zum 
GlylO fuhrt zu keinem Verlust der Bindung (11*27), wahrend weitere Deledonen die 
Inteialdion verhindcni (11-23, 17-34). Die mininmle Bindungsdomane von LEF-l fur p- 
Catenin besteht demnach aus 17 Aminosauren (11-27) und weist einen sauren rharaift^f 
auf. Die Teildomane von UEF-l aus Met 21 bis Val 56 zeigt keine Bindungsaktivitit zu 3- 
Catenin. 

Abb. 2: 

Chaiakterisiennig der minima len BindungsdomSne von TCF^ durch Inhibition der 
Bindung von p-Catenin an LEF-1 im EUSA. 

Synthetische Peptide aus dem N-Tcrminus von hTCT-4 mit Substitutianen fur die 
angegebenen Aatinosaurereste wurden auf ihre FShigkeit getestet, die Interaktion von LEF- 
1 mit P-Catenin zu inhibicren. Substitution der sauren Axninosaurereste von AsplO, AsplS 
and Asp22 von TCF-4 durch Alanin fuhrt zur Aufh^ung der Inhibition durch die 
entsprechen Peptide. Substitution von Phe20 und Lys21 hat die gleiche Wirkung. Durch 
Deletion wurde eine saore, minimaie Bindungsdomane von TCF-4 flir p-Catenin von 14 
Aminosauren Lange (Asp 10 bis Glu23) identifiziert , 

Abb, 3: 

Inhibition der Interaktion von LEF-l und p-Catenin durch synthetische Peptide aus der 
minimalen Bindungsdomane von LEF-1 im ELISA 

Das synthetische Peptid aus der minimalen Bindungsdomane von LEF-1 (10-34) hemmt 
die Interaktion von LEF-1 und p-Catenin im ELISA. Eine Reduktion der Komplexbildung 
auf 50% wird bei einer Peptid-Konzentiation von 4 fiM gemessen,. wahrend ein Peptid 
von LEF-1 mit den Aminosauren IIe35"Val56 die Komplexbildung nicht hemmt. 

Abb. 4: 

Substitution saurer Aminos^ure-Reste und von Phenylalanin in der minimalen 
Bindungsdomane von LEF-1 blockiert die Translokation von p-Caienin in den ZeUlcern. 
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A. MDCK-ZcUeai wurden mit Wildtyp- und Mutanten von L£F-1 transfiziert und die 
Tmislokatioa von endogenem p-Catenin in den Zellkera durch Inunuafluoreszensnachweis 
uberpriift. Subsdtuiioa der sauren Aminosaurc-Reste von Aspl9, Glu20, Asp26 und Glu27 
durch Alanin blockiext die Transiokation von p-Catenin m den Zellkem; die Substitution 
der aromatischen AminosSure Phe24 hat den gleichcn Effekt, Die Substitution von Glul4 
und Lys25 verhindeit die Translokadon nicht. Pfeile marideren die LEF-1 transfizienen 
Zellen in der Immunodetektion fiir eaidogenes p-Catenin. 

B. Vcrgleich der minimaien Bindungs-Domanen von LEF-1 und TCF-4 mit den 
entsprechenden Positionen der Aminosaurea. 

Abb, 5: 

Mutationen zn Alanin in der Armadillo-Domane von P-Catenin, die ru einer Reduktion von 
mehr als 70%- der Interaktion mit LEF-l, aPC, Conductin und E-Cadhcrin fuhren. 

Die l^kalisation der Mutadoneo in Bezug zum struknirellen Kontext (Helix 1-3, in 
Rahmcn) ist dargesteUt. Die Zahlen fiber den Aminosauren in der Sequenz kennzeiclmen 
die anaiysierten Mutanten. Farblich markiert sind die Mutanten mit mehr als 70%- 
Reduktion in der Inieraktion fur LEF-1 (rot), APC (blau), Conductin (grOn) und E- 
Cadherin (gelb). Grau untcrlegte Aminosauren steUen in alien Repeats konservierte 
identische und chemisch ahnlicbe Aminosauren dar. 

Abb.6: 

Mutationen in der Armadilla-Domane von p-Catenin, die spezifisch nur die Bindung von 
LEF-1, APC, Conductin oder E-Cadherin verhindein. 

Darstellung der Armadillo-Doraane Repeats 3-8 mit Mutationen, die eine Reduktion der 
jeweiligen Intetaktion auf wenigcr ais 30% (rot) oder auf 30-60% (gelb) aufweisen. Mit 
Pfeilen gekemizeichnet sind die Mutanten, die fur die jeweilige Interaktion spezifisch sind: 
Arg469 und His470 fiir die Bindung von LEF-1, Tip383 fiir APC (20 Aminosaure- 
Repeats), Ar^86 fiir APC (15 Aminosaure-Repeals), Phe253,Arg274 und Trp338 fiir 
Conductin. Die Interaktionen wurden im Hefe 2-Hybrid System anhand der p- 
Galaktosidase-Reportcraktivitat bestimmt. 
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Tab.l: 

Aminosauresequenz der AnnadiUo-Repeats 3-8 von humanen p-Cai 



Tab .2: 

ZusammensteUxmg aller p-Catenin-Mutanten rait weniger als 60% Bindungsaktivitat zu den 
angegebenem Bindungsdomanen von LEF-1, APC, Conductin und E-Cadherin. 
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Tab.2 

Interaktion von p-Catenin-Mutanten mit 
LEF-1, APC (20 und 15 Aminosaure -Repeats), 
Conductin und E-Cadherin 



j3-Catenin 
Mutanten 



Phe 253 
His 260 
Arg 274 
Lys 292 
Trp 338 
Arg 342 
Lys 345 
Lys 354 
Trp 383 
Arg 386 
Lys 394 
Lys 435 
Arg 457 
Arg 469 
His 470 



arm. 
Einh. 



3 

3 

4 

4 

5 

5 

5 

6 

6 

6 

7 

a 

8 
8 
8 



Interaktion mit 
Lhr-1 APC-20 APC.15 Conductin E-Cadherin 



53 



38 
38 

35 



40 
37 
40 
28 
55 
29 
0 



54 
59 
12 

30 



17 
1 

29 
5 
20 
20 
22 
43 

45 
42 
42 
36 



50 



41 
27 
40 



17 
2 



50 



47 



60 



0. we.e ,e.en 

in Hefe 2-Hybrid-Assays ermittelt. 
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Patcncansprnche 

, MiBel Thenpie von o.=,«hUch«. EAnmk«ng«. a»f der B«is .on Sub««z». die 
Genprodukten beeinflussen. 

2 Mitlel zur Therapie von menschUchea Erkrankungea auf der Bnsis von Substanzea, die 
die lm«3ktion von P-Cateoin mit Tn«.skriptionsfalctoren und -nnnor^essor- 
Gcnprodukten hemmen. 

3 Mittel zur Then,pie von menschJichen Erkrankongen aruf der Basis von Substanzen, die 
die Interaktion von p-Catenin mit Transkriptioosfaktorcn uad Tumorsuppressor- 

4. Mitlel nach Anspnich 1, dadurch gekennzeichnet, dafi es die Interaktion von p-Catenin 
mil LEF-1 beeinflufll. 

5. Mitiel nach Anspruch I, dadurch gekennzeichnet, daB es die Intcmklion von P-Catenin 
mit TCF^ beeinfluBL 

6. MLttel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi es die Interakdon von P-Catenin 
mit APC 15 bzw. AP 20 Aminosaure-Kepeats beeinfluflt. 

7. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi es die Intendction von p Catenin 
mit Conductin beeinfluBt- 

8. Mitiel nach Anspnxch 1, dadurch g^emizeichnet, dafi es die Interaktion von P-Catenin 
mit E-Cadherin beeinflufit. 

9. Peptide, die TeUe der LEF-l-/TCF^Transkriptionsfaktoren urofa&sen, und ihre 
Varianten und Mutantea. 

10. Peptid nach Anspruch 9. bestehend aus lO-W Aminosauren langen Sequenzen aus dem 
N-terminalen Bereich von LEF-1 bzw. TCF-4. 

11. Pepiid nach Anspruch 9-10. bestehend aus den N-terminaien Aminosauren 11-34 von 

LEF-1 folgender Sequenz 
GDPELCATDEMIPFKDEGDPQKEK 
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12. Peptid nach Anspnich 9-10, bestehend a«s den N-tenninalen Aminosauren 1«7 von 
LEF-1 folgender Sequenz 

ELCATDEMIPFKDE 

13. Peptid nach Anspn^h 9-10, besieheud aus den N-tennmalen Aminosauren 7-29 von 

TCF-4 folgender Sequenz 
GGDDLGANDEUSFKDEGEQEEK 

14. Peptid nach Anspruch 9-10, bestehend aus den N-tenninalen Aminosauren 10-23 von 
TCF-4 folgender Sequenz DLGANDEUSFIODE 

15 Peptid nach An^h 9-14. dadurch gekennzeichnet, daB sie saure Anunosauren im 
AbstaTvon 5 Anunosauren, die durch hydrophobe Anunosauren flanldeit suul, und eme 
basische AmiiMwaure enthalteu^ 

16. Verwcndung .to Peptide genaBAlBpiucl. 9-15 OTTumorthn^.. 

getan^ctaet. das die Peptide u.i. eh«~ »=ite. Pqnul 8*^ 

in geeigneter Form appliziert werden- 

17 Vemeodung nach Anspruch 16, dadurch gekennzdchnet, dafi als z^eites Peptid das 
Antennapediapeptid RQIEIWFQNKRMEWEE eingesetzt w»rd. 

18 Verwendung nach Anspruch 16, dadmrh gekennzeicbnet. daB die Peptide und 
Bindungsregionen zur Erhohung der Stabihtat modifeiert werden (PeptidonumeOcs) 

19 Verwendung der Peptide und Bindungsregionen gemaB Anspruch 16. dadurch 
g^ennzeichnet, dafi ihr Kohlenstoffgeriist gegen Kohlenstoffgauste nut gleicber 
Annrdnung von ftmktioneUcn Gruppen ausgetauscht wird (Non Pcptidomimetics). 

20 Peptide und ihnliche Molekule aus der Anuadillo-Domane (arni-Einhei^ 3-^>^ 
C^teTcSequenz gemafi AnUge: TabeUe 1) und die Mutanten im Kontext des ges^t«. 
p.Catenin.Molekuls . die mindestens cine der spczifechen Interaktionsdonianen zu I^-l, 
TCF-4, APC, Conductin oder E-Cadherin urafassen. 

21 Peptide und Bindungsregionen von p-Catenin nach Anspruch 20, dae den Bereich von 
L Z und/oder Axg 469 sowie Fragmente davon un^ a^-1/TCF-Bu.dungssteUe). 
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24 p-0«.m Muon««> 20 >mt <1« Muadon Trp 383. 

Arg 386 so»ta Fn.gm.saB d<i«on unifassa. (APC-BmdungKtt: 

Binduagssielle) 

p-Catcnin Mu^ten Anspruch 20 n.t einer cKier Kon.bina.oneo von folgcodcn 

Mutationen: Arg 386, Phe 253, Arg 274, "ftp 338 

d«rch Peptidomimetics Oder Non-Peptidoimmetics 
29 Vetwendung von Substanzen, die dutch Fepnaomun 

aus den Anspriichai 20-28 gewonnen werden. 

X. . der Peptide und ahnlicher Molekiile nach Anspnich 20-28 zum Aufbau 
30. Verwendung der Peptide una Organschaden. z-B. von 

von Mitteln air Behandlung von Tumoren, Gewebe una urg^m. 

Haarausfall. 

,r A d«- Peotide und ShnUcher Molekule nach Ansptuch 20-28 zum Screening 
APC, Conductin oder E-Cadherin hemmen oder verstarken. 

A a PeotidB und ShnUcher MoleJdUe nach Anspnich 20 28, die die 

Tumortherapie - 

der Peotide und ahnlicher Molekule nach Anspruch 20-28, die die 
33. Verv/endung der PepUde un E-Cadherin fordem, zur 

Interaktion von p-Catenin nut LEF/TCF, atv,, v,oo 
Gewebe- und Organ-Regenemaon (z-B. Haamuchsforderung). 
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34 ELBA tur £»«hmus«m,g voo Subaanzbibliothdca.. auf Kon,»oa«B. hin^dic die 

35 EUSA ma, Amproch 35. enl^ltad Peptide und M„c»«e» »wic BuJiche Molekiile 
^1, den Ampriicheo 9-15, 20-28 m Ide«ifizi«™.g v<«. Suteo-zen rur TunKrtu»p.e, 

Gewebe- und Organregcneiation. 
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LEDICUCH ZUR INFORMATICS 

Codes zur Idtntifizierting von PCT-Venragsstaaeen auf den Kopfbtigen dcr Schriften. die intemationalc Aruncldungen gcmfiss dcm 
per verdffenilichen. ^ 



AL Albaricn 

AM Armenicn 

AT Ostorreich 

AU Aufltralicn 

AZ Ascrbaidschan 

RA Bcwnien-HeraBgowltia 

BB Barbajdos 

BE Bclgien 

BJF Burkina Fa*<> 

BG BuVgaricn 

BJ Benin 

BR Braflltlen 

BY Bel&rub 

CA Kiuiadu 

CF ZcTitralafrifcinischc Republik 

CG Kongo 

CH Schweiz 

CI COte dTvoirt 

CVf Kamcrun 

CN China 

CU Kuba 

CZ Tschcchischc Rcpublik 

DK Dlnefnanc 
EE Escland 



ES 

Ft 

FR 

OA 

GB 

GE 

GH 

GN 

GR 

HU 

IE 

IL 

IS 

IT 

JP 

KB 

KG 

KP 

KR 
KZ 
LC 
LI 
UK 
LR 



SpAiilcn 

Flnnland 

Frankreich 

Gcorgicn MP 

Qhana. MG 

GuiTi*a MK 
Gricchenland 

Ungam ML 

IrW MN 

Israel MR 

Lsland MW 

It alien MX 

Japan NE 

Kenia NL 

Kii^islsun NO 
Denvokratische Volk^rtpubUk NZ 

Korisa PL 

Rcpablifc Korea FT 

St. U*ciR 

Liechtenstein SD 

Sri Lanka SE 

Liberia SG 



Lesotho 
LitAuen 
Luxemburg 

Mort»co 

Rcpublik Moldau 

Die ehcmAligft jugOtla^J^chft 
RepiLblik Mazcdoni&n 

Mongplci 
Mauretanion 
Mal&wi 
Mexilco 

Nj«ltrl»nde 
Norwcgcji 
Nea»<;fcland 
Polcn 

Sudan 
Schwedcn 



SI 


Slowcnlcn 


SK 


SlowBkci 


SN 


Senegal 


sz 




TP 


Tschad 


TG 


Togo 


TJ 


Tad»cWki*t*n 


TM 


Turkmenistan 


TR 


Tnrkcl 


TT 


Trinidad urtd Tobili|i> 




Utraine 


UC 


Uganda 


US 


Verelnlgfe Stjaten von 






uz 


Uzbekistan 


VN 




YU 


Jugoslawicn 


zw 





